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La presente invention a pour objet la production par voie 
microbiologique (^oligosaccharides d'interet biologique. 

II est maintenant bien etabli que les oligosaccharides jouent un 
role biologique important notamment au niveau dc l'activite ct dc la 

5 fonction des proteines ; ils servcnt ainsi a modulcr la durec dc la dcmi- 
vie des proteines, parfois ils interviennent dans la structure de la 
proteine. Les oligosaccharides jouent un role critique dans la variability 
antigenique (groupe sanguin par exemple), et dans certaines infections 
bacteriennes telles celles provoquees par Neisseria meningitidis. 

10 Comme les oligosaccharides sont habituellement obtenus avec un 

faible rendement par purification a partir de sources naturelles, la 
synthese d'oligosaccharides est devenue un challenge majeur de la 
chimie des carbohydrates, aim de fournir des quantites suffisantes 
d'oligosaccharides bien caracterises, necessaires a la recherche 

15 fondamentale ou pour toutes autres applications potentielles (Boons et 
aL, 1996). 

La synthese d'oligosaccharides complexes d'interet biologique 
peut etre realisee par voie chimique, enzymatique ou microbiologique. 

Malgre le developpement de nouvelles methodes chimiques de 

20 synthese d'oligosaccharides au cours de ces 20 dernieres annees, la 
synthese chimique d'oligosaccharides reste tres difficile en raison des 
nombreuses etapes de protections et de deprotections selectives, de la 
labilite des liaisons glycosidiques, des difficultes a obtenir des couplages 
regiospecifiques et des faibles rendements de production. Comme le 

25 nombre des etapes augmente avec la taille de l'oligosaccharide, la 
preparation de larges quantites d'oligosaccharides plus longs que les 
trisaccharides n'est pas aisee. Contrairement a l'experience de la 
synthese peptidique ou de la synthese nucleique, la chimie organique 
synthetique traditionnelle ne peut done fournir aujourd'hui une 

30 synthese de qualite et en quantite d'oligosaccharides meme de formule 
simple. 




Consequemment, les methodes enzymatiques sont devenues plus 
populaires car elles permettent une synthese regioselective dans des 
conditions douces et sans etape de protection des groupes hydroxyles. 
Le developpement de I'approche enzymatique a etc rendu possible par lc 
5 clonage et l'identification fonctionnelle de nombrcux genes codant pour 
les enzymes intervenant dans la voie de synthese des oligosaccharides. 
Ainsi, differents types d'enzymes peuvent etre utilises pour la synthese 
in vitro d'oligosaccharides. La fonction physiologique des glycosyl- 
hydrosylases et des glycosyl-phosphorylases est de depolymeriser les 

10 oligosaccharides mais elles peuvent egalement etre utilisees in vitro Q 
dans la synthese des oligosaccharides en controlant l'equilibre et la 
cinetique de la reaction. Les substrats des enzymes de ces reactions 
sont aisement disponibles mais ces reactions enzymatiques ne sont pas 
tres versatiles. Une autre methode enzymatique developpee utilise les 

15 glycosyl-transferases de la voie biochimique Leloir qui presentent une 
forte regiospecificite pour le precurseur ainsi que pour le substrat 
donneur ; ces glycosyl-transferases ne sont pas aussi aisement 
disponibles que les glycosyl-hydrolases. La technique de l'ADN 
recombinant, a recemment permis de doner et de produire un certain 

20 nombre d'entre elles. Cependant, la principale limitation de cette 

methode enzymatique reside dans le cout tres eleve des nucleotides- 0 
sucres qui sont les donneurs de sucre utilise par ces enzymes. 

La voie microbiologique de production d'oligosaccharides 
recombinants in vivo est la plus seduisante des voies de synthese 

25 puisque la bacterie se charge a la fois de la biosynthese des enzymes, de 
la regeneration des nucleotides-sucres et finalement de la production de 
l'oligosaccharide. 

Les premieres descriptions de la synthese d'oligosaccharides par 
la voie microbiologique utilisant des bacteries recombinantes peuvent 

30 etre considerees dans une certaine mesure comme les travaux qui ont 
conduit a Telueidation des voies de biosynthese des facteurs de 




nodulation ; ces facteurs sont des molecules signal secretees par les 
rhizobia pour permettre la reconnaissance par les legumineuses dans le 
processus de nodulation. Les facteurs de nodulation sont constitutes 
d'un squeictte chitooligosaccharidique portant differcntes substitutions. 

5 ^identification fonctionncllc des genes nod impliqucs dans la 
biosynthese des facteurs de nodulation a ete en partie rcalisee en 
identifiant les oligosaccharides formes in vivo dans des souches 
d 'Escherichia coli exprimant ces differents genes nod (Geremia et a/, 
1994 ; Kamst et al, 1995 ; Spaink et al, 1994 ; Mergaert et al, 1995). 

10 Cependant, la production d'oligosaccharides en elie-meme n'etait pas le 
but de ces etudes ; ces produits n'ont ete synthetises qu'a l'etat de trace 
et ne furent identifies que grace a l'utilisation de precurseurs 
radioactifs. 

En revanche, il a ete recemment demontre dans notre laboratoire 

15 (Samain et al, 1997) que la culture a haute densite cellulaire de souches 
d'Escherichia coli possedant le gene nodC (chitooligosaccharide 
synthase) permettait de produire des quantites importantes superieures 
a 2 g/1 de chitooligosaccharides dits recombinants. 

Cette technique de synthese microbiologique d'oligosaccharides 

20 reste cependant limitee a la production des seuls chitooligosaccharides, 
du fait de la propriete unique de nodC (chitooligosaccharide synthase) 
de fonctionner sans precurseur, les autres enzymes glycosylent en effet 
un precurseur specifique et leur activite est done dependante de la 
presence de ce precurseur dans la cellule. Le probleme du precurseur 

25 est done le principal verrou qui bloque le developpement de la methode 
et de son extension a la production d'autres types d'oligosaccharides. 

La presente invention a done pour objet un precede de production 
d'un oligosaccharide d'interet par une cellule a partir d'au moins un 
precurseur exogene internalise par ladite cellule, ledit precurseur 

30 intervenant dans la voie de biosynthese dudit oligosaccharide, ledit 
precede comprenant les etapes (i) d'obtention d'une cellule 




qui comprend au moins un gene codant pour un enzyme capable 
d'effectuer une modification dudit precurseur exogene ou de l'un des 
in termed iaires de la voie de biosynthese dudit oligosaccharide a partir 
dudit precurseur exogene nccessaire a la synthese dudit oligosaccharide 
5 a partir dudit precurseur, ainsi que les elements permcttant 
I'expression dudit gene dans ladite cellule, ladite cellule etant 
depourvue d'activite enzymatique susceptible de degrader ledit 
oligosaccharide, ledit precurseur et lesdits intermediaires ; (ii) de mise 
en culture de ladite cellule en presence d'au moins undit precurseur 

10 exogene, dans des conditions permettant l'internalisation dudit ^ 
precurseur exogene par ladite cellule et la production dudit 
oligosaccharide par ladite cellule. 

Selon un mode particulier de realisation, la presente invention 
concerne un procede tel que decrit ci-dessus caracterise en ce que 

15 ladite cellule comprend en outre au moins un gene codant pour un 
enzyme capable d'effectuer une modification d'un precurseur endogene 
intervenant dans la voie de biosynthese dudit oligosaccharide, ledit 
enzyme etant identique ou different de l'enzyme utilise dans le procede 
decrit ci-dessus, ainsi que les elements permettant Pexpression dudit 

20 gene dans ladite cellule et caracterise en ce que ladite cellule est 

depourvue d'activite enzymatique susceptible de degrader ledit 41 
precurseur. 

On entend designer par oligosaccharides, des polymeres lineaires 
ou ramifies au nombre variable de residus, de liaisons et de sous- 

25 unites ; le nombre de residus etant superieur a 1. Les oligosaccharides 
sont des glucides qui se transforment a l'hydrolyse en plusieurs 
molecules de monosaccharides ; les monosaccharides etant les sucres 
qu'on ne peut transformer par hydrolyse en substance plus simple. On 
subdivise les monosaccharides en trioses, tetroses, pentoses, hexoses, 

30 heptoses selon le nombre d'atomes de carbone de leur chaine 
hydrocarbonee et aussi en aldoses et cetoses selon la presence d'une 



fonction aldehydique ou d'une fonction cetone dans leur molecule. 
Parmi les monosaccharides les plus frequents, on peut citer le 
mannose, le glucose, le galactose, le N-acetyl-glucosamine, le N-acetyl- 
galactosamine. Le nombre de chaines d'oligosaccharidcs stereoisomcrcs 
est extrememcnt large, du au nombre important dc carboncs 
asymetriques dans la chalne hydro-carbonee. 

Par precurseur exogene, on entend designer un compose 
intervenant dans la voie de biosynthese de Toligosaccharide selon 
Tinvention qui est internalise par ladite cellule. Par precurseur 
endogene, on entend designer un compose intervenant dans la voie de 
biosynthese de Toligosaccharide selon Tinvention qui est naturellement 
present dans ladite cellule. 

Le procede selon Tinvention est caracterise en ce que ladite cellule 
est une cellule choisie parmi les bacteries et les levures. Selon un mode 
de realisation preferee de Tinvention, la bacterie est choisie parmi le 
groupe compose de Escherichia coli, Bacillus subtilis, Campylobacter 
pylori, Helicobacter pylori, Agrobacterium tumdfaciens, Staphylococcus 
aureus, Thermophilus aquaticus, Azorhizobium caulinodans, Rhizobium 
leguminosarum, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitis. Selon un 
mode prefere de realisation de Tinvention, la bacterie est Escherichia 
coll Selon un autre mode de realisation de Tinvention, la cellule est une 
levure qui est de preference Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces 
pombe, Candida albicans. La cellule selon Tinvention est depourvue 
d'activite enzymatique susceptible de degrader ledit oligosaccharide, 
ledit precurseur ou lesdits intermediaires metaboliques. 

La sequence d'acide nucleique codant pour Tenzyme selon 
Tinvention est soit naturellement presente dans ladite cellule soit est 
introduite dans ladite cellule par les techniques de TADN recombinant 
connues de Thornme du metier. Dans la presente description, on 
entendra designer par acide nucleique, un fragment d'ADN, aussi bien 
double brin que simple brin, que des produits de transcription desdits 




ADNs, et/ou un fragment d'ARN. Selon un mode prefere de realisation, 
la sequence d'acide nucleique introduite dans ladite cellule par les 
techniques de I'ADN recombinant et qui code pour un enzyme 
intervenant dans la voie de biosynthese de I'oligosaccharide d'interct est 
5 heterologue. On entend designer par sequence d'acide nucleique 
heterologue, une sequence d'acide nucleique qui n'est pas presente 
naturellement dans la cellule selon l'invention. La sequence d'acide 
nucleique heterologue selon l'invention peut provenir de tout type 
cellulaire animal ou vegetal, eucaryote ou procaryote et peut provenir de 
io virus. 

Parmi les cellules procaryotes a partir desquelles provient la 
sequence d'acide nucleique heterologue, il convient de citer les bacteries 
et notamment Escherichia coli, Bacillus subtilis, Campylobacter pylori, 
Helicobacter pylori, Agrobacterium tumejaciens, Staphylococcus aureus, 
15 Thermophilus aquaticus, Azorhizobium caulinodans, Rhizobium 
leguminosarum, Rhizobium meliloti, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria 
meningitis. 

Parmi les cellules eucaryotes unicellulaires a partir desquelles 
provient la sequence d'acide nucleique heterologue il convient de citer 
les levures et notamment Saccharomyces cerevisae, Saccharomyces 
pombe, Candida albicans. 

Selon un mode prefere de realisation, la sequence d'acide 
nucleique heterologue provient de cellules eucaryotes vegetales ou 
animales. Selon un mode encore prefere, la sequence d'acide nucleique 
25 heterologue provient de cellules de mammiferes et de preference de 
cellules humaines. 

Selon un mode prefere de realisation de l'invention, la cellule 
selon l'invention est la bacterie Escherichia coli et la sequence d'acide 
nucleique introduite dans la bacterie et codant pour l'enzyme selon 
30 l'invention provient de preference de bacterie choisie dans le groupe cite 
ci-dessus. 
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Selon un mode prefere de realisation de l'invention, la sequence 
d'acide nucleique codant pour l'enzyme selon Tinvention est introduite 
dans ladite cellule sous la forme d'un vecteur d'expression. Le vecteur 
doit comporter un promoteur, des signaux d'initiation et dc tcrminaison 
5 de la traduction, ainsi que des regions appropriees de regulation de la 
transcription. Le vecteur doit pouvoir etre maintenu de fagon stable 
dans la cellule au cours des generations successives et peut 
eventuellement posseder des signaux particuliers specifiant la secretion 
de l'enzyme traduite. Ces differents signaux de controle sont choisis en 
10 fonction de Thote cellulaire utilise. A cet effet, les sequences d'acides 
nucleiques peuvent etre inserees dans des vecteurs a replication 
autonome au sein de l'hote choisi ou dans des vecteurs integratifs qui 
s'integre dans le genome de l'hote choisi. De tels vecteurs sont prepares 
selon les methodes couramment utilisees par ITiomme du metier, et les 
15 clones en resultant peuvent etre introduits dans un hote cellulaire 
approprie par des methodes standard, telles par exemples le choc 
thermique ou Telectroporation. 

^invention vise en outre les cellules ci-dessus caracterisees en 
ce qu'elles sont transformees par au moins un acide nucleique isole 
20 recombinant codant pour Tenzyme selon Tinvention ou par au moins un 
vecteur recombinant tel que defini ci-dessus. 

Le procede selon Tinvention se caracterise en ce que ladite 
modification effectuee par ladite enzyme est choisie parmi la 
glycosylation, la sulfatation, Tacetylation, la phosphorylation, la 
25 succinylation, la methylation et Taddition d'un groupe enolpyruvate. 
Plus particulierement, le procede selon l'invention se caracterise en ce 
que ledit enzyme est un enzyme capable d'effectuer une glycosylation 
choisi parmi les glycosyl-transferases, les glycosyl-hydrolases, les 
glycosyl-phosphorylases. Selon un mode prefere de realisation, l'enzyme 
30 capable d'effectuer la glycosylation est une glycosyl-transferase. Selon 
un mode de realisation prefere, la glycosyl-transferase selon Tinvention 




est choisie parmi la 3-1,3-N-acetyl-glucosaminyl-transferase, la 0-1,4- 
galactosyl-transferase, l'a- 1-3-gaiactosyl-transferase, l'a- 1 ,4-galactosyl- 
transferase, l'a-2,3-sialyl-transferase, l'a-l,3-fucosyl-transferase. Les 
glycosyl-transferases utilisees dans la presentc invention sont capables 
5 de la conjugaison stcrcospccifiquc d'unite dc saccharides specifiques 
actives sur une molecule acceptrice specifique. Les saccharides actives 
consistent en general en des derives de saccharides uridine-, 
guanosine- et cytidine-diphosphate. Ainsi, les saccharides actives 
peuvent etre un UDP-saccharide, un GDP-saccharide, un CMP- 
io saccharide. 

Certains genes codant pour des glycosyl-transferases utilisees 
dans le precede selon l'invention ont ete decrits au prealable ; ainsi la 
demande internationale de brevet WO 96 10086 decrit la synthese 
classique d 'oligosaccharide : au cours d'une premiere etape, les 

is differentes glysosyl-transferases sont produites dans des bacteries 
recombinantes possedant les genes IgtA, IgtB et IgtC de Neisseria 
gonorrhoeae , puis apres purification des enzymes recombinantes ainsi 
produites, les oligosaccharides sont synthetises in vitro en presence des 
precurseurs et des nucleotides-sucres necessaires. 

:o Selon certains modes de realisation de l'invention, l'enzyme 

capable d'effectuer une acetyiation est code par le gene NodL de la 
bacterie Azorhizobium caulinodans. Selon un autre mode de realisation, 
l'enzyme capable d'effectuer une sulfatation est code par le gene NodH 
de la bacterie Rhizobium meliloti. 

5 Le procede selon l'invention est caracterise en ce que ladite mise 

en culture cellulaire est effectuee de preference sur un substrat 
carbone ; selon un mode particulier de realisation de l'invention, ledit 
substrat carbone est choisi parmi le glycerol et le glucose. D'autres 
substrats carbones peuvent egalement etre employes ; il convient de 

o citer le maltose, l'amidon, la cellulose, la pectine, la chitine. Selon un 



autre mode de realisation, la culture cellulaire est realisee sur un 
substrat compose d'acides amines et/ou de proteine et/ou de lipides. 

Le procede selon Tinvention se caracterise en ce que ladite etape 
de mise en culture est effectuee dans des conditions permcttant 

5 Tobtcntion d'une culture a haute dcnsitc cellulaire ; cctte etape dc mise 
en culture comprend une premiere phase de croissancc cellulaire 
exponentielle assuree par ledit substrat carbone, une seconde phase de 
croissance cellulaire limitee par ledit substrat carbone qui est ajoute de 
maniere continue et enfin une troisieme phase de croissance cellulaire 

10 ralentie obtenue en ajoutant de maniere continue dans la culture une 
quantite dudit substrat diminuee par rapport a la quantite de substrat 
ajoutee a Tetape b) de fagon a augmenter la teneur en oligosaccharides 
produits dans la culture a haute densite cellulaire. 

Le procede selon Tinvention se caracterise en ce que la quantite 

15 de substrat ajoute de maniere continue dans la culture cellulaire au 
cours de ladite phase c) est diminuee d'au moins 30%, de preference 
50%, de maniere preferee 60% par rapport a la quantite de substrat 
ajoute de maniere continue lors de ladite phase b). Le procede selon 
Tinvention se caracterise egalement en ce que ledit precurseur exogene 

20 est ajoute lors de la phase b), 

Selon un mode de realisation de Tinvention, le procede se 
caracterise en ce que ledit precurseur exogene est de nature glucidique, 
de preference de nature oligosaccharidique. 

L'originalite et la faisabilite du procede selon Tinvention repose 

25 sur Tutilisation de deux modes d'internalisation du precurseur exogene 
qui ne detruisent Tintegrite de la cellule ni n'atteignent ses fonctions 
vitales. Ceci exclut notamment les techniques classiques de 
permeabilisation de la membrane par des solvants organiques qui vont 
bloquer la croissance et le metabolisme energetique. Les deux modes 

30 possibles d'internalisation du precurseur exogene utilisent un 
mecanisme de transport passif ou actif. 
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L'invention concerne tout d'abord un precede caracterise en ce 
que ledit du precurseur exogene est internalise selon un mecanisme de 
transport passif. On entend designer par internalisation par transport 
passif, la diffusion passive d'un du precurseur exogene a travcrs la 
membrane plasmique, le flux moleculaire s'orientant des zones les plus 
concentrees vers les zones les moins concentrees pour tendre 
finalement vers un etat d'equilibre. L'internalisation par transport passif 
consiste a utiliser un precurseur exogene qui est suffisamment petit et 
hydrophobe pour diffuser passivement au travers de la membrane. Un 
precurseur, monosaccharidique ayant la position anomerique bloquee 
par un substituant alkyl constitue un exemple de precurseur 
susceptible d'etre internalise de cette maniere. La presente invention 
concerne done un precede caracterise en ce que ledit precurseur 
exogene est un monosaccharide dont le carbone anomere est lie a un 
groupement alkyl ; de preference ledit groupement alkyl est un 
groupement allyl. Cest done un des objets de l'invention de fournir un 
precede de production d'oligosaccharides qui possedent un groupement 
fonctionalisable comme le groupement allyl et qui sont utilisables de ce 
fait comme precurseur pour la synthese chimique de glycoconjugucs 
(neoglycoproteine ou neoglycolipides) ou de glycopolymeres. En effet, la 
double liaison du groupement allyl est susceptible d'etre ouverte par 
ozonolyse pour former un aldehyde et permettre la conjugaison de 
l'oligosaccharide sur une proteine par amination reductive (Roy et al., 
1997). Une autre voie est l'addition de cysteamine (Lee et Lee, 1974, Roy 
et al., 1997) sur la double liaison de l'allyl pour former un groupement 
amine terminal qui peut par exemple reagir avec les groupements 
carboxyliques des proteines. Selon un mode particulier de realisation, 
le precede selon l'invention concerne la production du [p-D-Gal-[l->4]- 
P-D-GlcNac-l-»0-allyl) ; le precede se caracterise en ce que ladite 
cellule est une bacterie de genotype LacZ-, ledit enzyme est la 3-1,4- 
galactosyl-transferase, ledit substrat est le glycerol et ledit precurseur 
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est l'allyl-N-acetyl-p-D-glucosaininide (p-D-GlcNac-l->0-aliyl). Enfin, 
selon un autre mode particulier de realisation, ie procede selon 
Tinvention se caracterise en ce que la double liaison du groupement 
allyl dudit (P-D-Gal-[l->4|-p-D-GlcNac-l->0-alIyl) est modifice 

5 chimiqucment par des reactions d'addition, d'oxydation ou d'ozonolyse. 

La presente invention concerne egalement un procede caracterise 
en ce que ledit precurseur est internalise selon un mecanisme de 
transport actif. On entend designer par internalisation par transport 
actif, Taptitude des cellules et de maniere preferee les bacteries a 

10 admettre et concentrer selectivement certaines substances ou 
precurseurs exogenes dans leur cytoplasme. Ce transport est realise par 
des transporters de nature proteique appeles permeases qui agissent 
comme des enzymes ; les permeases sont des catalyseurs inductibles, 
c'est-a-dire synthetises en presence de substrat ou du precurseur. 

15 Selon un mode particulier de realisation de Tinvention, le lactose et les 
P-galactosides constituent des precurseurs qui sont transportes 
activement dans le cytoplasme de la bacterie Escherichia coli par la 
lactose permease encore appelee galactoside permease. L 'invention 
concerne done un procede selon Tinvention caracterise en ce que ledit 

20 transport actif dudit precurseur est realise par la lactose permease. Le 
lactose permease possede une specificite assez large qui lui permet de 
transporter, outre le lactose, d'autres molecules. Elle est en effet 
capable de transporter divers p-galactosides naturels ou synthetiques, 
des a-galactosides et le saccharose. C'est done Tun des objets de 

25 Tinvention de foumir, selon un mode prefere de realisation, un procede 
caracterise en ce que ledit precurseur est le lactose qui constitue le 
motif de base de tres nombreux oligosaccharides biologiquement actifs. 
II est egalement dans Tetendue de Tinvention de foumir un procede 
caracterise en ce que en ce que ledit precurseur est choisi dans le 

30 groupe compose de : (i) p-galactosides naturels ou synthetiques, de 
preference dans le 4-O-p-D-galactopyranosyl-D-fructofuranose 
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(lactulose), le 3-O-P-D-galactopyranosyl-D-arabinose et l'allyl-p-D- 
galactopyranoside , (ii) d'a-galactosides, de preference le melibiose et le 
raffinose, (iii) de saccharose. 

La specificite de la lactose permease pcut memc etrc modifiec par 
mutation et permettrc 1c transport d'autres composes tels lc maltose ct 
le cellobiose. Tous ces composes peuvent done etre utilises comme 
precurseur pour la synthese d 'oligosaccharides. II est egalement dans 
l'etendue de cette invention d'utiliser comme precurseurs des analogues 
du lactose possedant un groupement chimiquement reactif pour une 
fonctionalisation ulterieure du produit de preference un de ces 
analogues est i'allyl p-D-galactopyranoside. II est egalement dans 
l'etendue de cette invention d'utiliser d'autres permeases modifiees ou 
non par les techniques de l'ADN recombinant pour permettre 
l'intemalisation de differents types de precurseurs. 

Us p-galactosides sont normalement hydrolyses dans le 
cytoplasme de la bacterie par la p-galactosidase codee par le gene LacZ. 
Afin de s'affranchir de ce probleme, un mutant bacterien lacZ depourvu 
d'activite 3-galactosidase est utilise lorsque le precurseur employe est le 
lactose et/ou un p-galactoside. C'est done egalement un des objets de 
l'invention de fournir le precede selon l'invention caracterise en ce que 
ladite cellule est depourvue d'activite enzymatique susceptible de 
degrader ledit precurseur ainsi que lesdits intermediaires metaboliques. 
Selon un mode prefere de realisation, le procede se caracterise en ce 
que ladite cellule a un genotype LacZ-. 

Selon un autre aspect de l'invention, le procede se caracterise en 
ce qu'il comprend en outre l'addition d'un inducteur dans ledit milieu 
de culture pour induire 1'expression dans ladite cellule dudit 
enzyme et/ou d'une proteine impliquee dans ledit transport actif; selon 
un mode prefere de realisation, le procede selon l'invention est 
caracterise en ce que ledit inducteur est l'isopropyl 3-D-thiogalactoside 
(IPTG) et ladite proteine est la lactose permease. 
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L'invention permet pour la premiere fois de produire des 
oligosaccharides complexes avec des rendements de Pordre du gramme 
pax litre. Selon sa taille, Poligosaccharide soit s'accumule dans le 
cytoplasme bacterien, soit est secrete dans le milieu dc culture. Ainsi, 
5 selon un mode prefere de realisation, 1c procede selon Pinvention est 
utilise pour la production du trisaccharide 4-0-(3-0-(2-acetamido- 
2deoxy-p-D-glucopyranosyl)-P-D-galactopyranosyl]-D-glucopyranose, (p- 
D-GlcNac-[l->3]-p-D-Gal-[l->4J-D-Glc); il se caracterise en ce que ladite 
cellule est une bacterie de genotype LacZ-, LacY + , ledit enzyme est la p- 

10 1,3-N-acetyl-glucosaminyl-transferase, ledit substrat est le glycerol, 
ledit inducteur est Pisopropyl P-D-thiogalactoside (IPTG) et ledit 
precurseur est le lactose. 

Selon un deuxieme mode prefere de realisation, le procede selon 
l'invention est utilise pour la production du lacto-N-neo-tetraose et de 

is polylactosamine ; il se caracterise en ce que ladite cellule est une 
bacterie de genotype LacZ-, LacY*, lesdits enzymes sont la P-l,3-N- 
acetyl-glucosaminyl-transferase et la P-l,4-galactosyl-transferase, ledit 
substrat est le glucose, ledit inducteur est Pisopropyl-p-D- 
thiogalactoside (IPTG), ledit precurseur est le lactose. 

20 Selon un troisieme mode prefere de realisation, le procede selon 

Tinvention est utilise pour la production de Pallyl 3-0-(2-acetamido- 
2deoxy-p-D-glucopyranosyl)-P-D-galactopyranoside, (p-D-GlcNac-[l->3]- 
P-D-Gal-l->0-allyl); il se caracterise en ce que ladite cellule est une 
bacterie de genotype LacZ-, LacY + , ledit enzyme est la p-l,3-N-acetyl- 

25 glucosaminyl-transferase, ledit substrat est le glycerol, ledit inducteur 
est Pisopropyl p-D-thiogalactoside (IPTG), ledit precurseur est Pally 1-p-D- 
galactopyranoside. 

Selon un quatrieme mode prefere de realisation, le procede selon 
l'invention est utilise pour la production d'analogues du lacto-N-neo- 

30 tetraose et de polylactosamines dans lesquels le residu glucose est 
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remplace par un groupement allyl ; il se caracterise en ce que ladite 
cellule est une bacterie de genotype LacZ-, LacY-, lesdits enzymes sont 
la 3-1,3-N-acetyl-glucosaminyl-transferase et la 3-1,4-galactosyI- 
transfcrase, ledit substrat est le glucose, ledit inductcur est l'isopropyl 
P-D-thiogalactoside (IPTGJ ct ledit precurseur est l'allyl-P-D- 
galactopyranoside. 

Selon un cinquieme mode prefere de realisation, le procede selon 
l'invention est utilise pour production de l'allyl-p-D-lactosamine (p-D- 
Gal-[l->4]-P-D-GlcNac-l->0-allyl); il se caracterise en ce que ladite 
cellule est une bacterie de genotype LacZ-, LacY* , ledit enzyme est la p- 
1,4-galactosyl-transferase, ledit substrat est le glycerol, ledit precurseur 
est l'allyl-N-acetyl p-D-glucosaminide (p-D-GlcNac-[l->0-allyl)). 

L'invention concerne egalement un procede qui permet 
d'envisager la production d'un grand nombre d 'oligosaccharides 
differents obtenus par glycosylation du lactose. En effet, outre les genes 
IgtA et IgtB qui code respectivement pour la P-l,3-N-acetyl- 
glucosaminyl-transferase et la P- 1 ,4-galactosyl-transferase, plusieurs 
genes de glycosyl-transferases bacteriennes utilisant le lactose comme 
precurseur ont ete recemment clones. II s'agit de IgtC (p-l,4-galactosyl- 
transferase) et de Lst (a-2,3 sialyl-transferase) (Gilbert et al, 1997). 
L'utilisation de ces genes dans un procede selon l'invention permet de 
produire des molecules comme le globotriose (P* blood antigen) et le 
sialyl-lactose. Par ailleurs, la coexpression des genes LgtA et LgtB avec 
le gene de la a- 1,3 fucosyl-transferase de Helicobacter pylon (Martin et 
al, 1997) selon un procede selon l'invention permet l'obtention du 
Lewis" pentasacharide. L'addition du gene Lst (a-2,3 sialyl-transferase) 
donne acces au sialyl Lewis" hexasaccharide. 

Le procede selon l'invention permet egalement d'obtenir un grand 
nombre d 'oligosaccharides differents obtenus par glycosylation de 
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precurseurs exogenes autre que le lactose et transportes par la lactose 
permease ou par d'autres permeases. 

Le procede selon 1'invention permet d'obtenir un grand nombre 
d'oligosaccharides differents obtenus par modification (sulfatation, 
5 acetylation, phosphorylation, succinylation, methylation, addition d'un 
groupement enolpyruvate) in vivo de precurseurs. La syn these de 
certains oligosaccharides peut necessiter outre la modification de 
precurseurs exogenes, la modification de precurseurs endogenes. Ainsi, 
il est envisageable d'introduire dans une bacterie Escherichia coli K12 
10 le gene d'enzyme implique dans le metabolisme de precurseur endogene 
pour permettre la production de certains nucleotides-sucres tels que 
par exemple le CMP-acide sialique, TUDP-GalNAc ou le GDP- fu cose qui 
ne sont pas normalement produit par cette souche bacterienne, afin de 
realiser la synthese d'un oligosaccharide d'interet. Par exemple, l'UDP- 
15 GalNAc peut etre produit a partir de TUDP-GlcNAc si le gene de 
l'epimerase est introduit dans une cellule selon Tinvention. 

Contrairement a la methode enzymatique de synthese in vitro 
d'oligosaccharides qui necessite l'utilisation de molecules tres onereuses 
comme TATP, Tacetyl-CoA, le PAPS (adenosine 3* phosphate- 
20 5'phosphosulfate), ou le phospho-enolpyruvate Fun des interets de la 
presente invention reside dans le fait que ces molecules sont 
naturellement recyclees dans la cellule permettant ainsi d'abaisser les 
cotits de production des oligosaccharides. 

Un autre objet de Tinvention est de fournir un procede pour 
25 produire des oligosaccharides marques ou enrichis avec des 
radioisotopes; de tels oligosaccharides sont extremement precieux pour 
les etudes fondamentales de biologie ou d'analyse conformationnelle. 
L'invention concerne done un procede de production d'oligosaccharide 
marque par au moins un radioisotope caracterise en ce que ladite 
30 cellule est cultivee sur ledit substrat carbone marque par ledit 
radioisotope et/ou en presence d'undit precurseur marque par ledit 
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radioisotope. Les radioisotopes sont choisis de preference dans le 
groupe compose de : l4 C, l3 C, 3 H, 35$, 32 P, 33 P. 

L'invention concerne aussi un oligosaccharide susceptible d'etre 
obtenu par un procede selon l'invention. 

Selon un mode particulicr de realisation, Invention concerne un 
oligosaccharide active utilisable pour la synthese chimique de 
glycoconjugues ou de glycopolymeres susceptible d'etre obtenu par un 
procede tel que decrit precedemment, ledit oligosaccharide etant 
caracterise en ce que la double liaison du groupement allyl est modifiee 
chimiquement par des reactions d'addition, d'oxydation, ou d'ozonolyse. 

^oligosaccharide selon l'invention est utile dans une large gamme 
duplications therapeutiques et diagnostiques ; il peut par exemple etre 
utilise comme agent bloquant de recepteurs de surface cellulaire dans le 
traitement de multiples maladies faisant intervenir l'adhesion cellulaire 
ou etre utilise comme supplements nutritionnels, antibacteriens, agents 
anti-metastatiques, agents anti-inflammatoires. L'invention concerne 
done un oligosaccharide selon l'invention a titre de medicament et 
notamment a titre de medicament destine a empecher selectivement 
l'adhesion de molecules biologiques. ^oligosaccharide selon l'invention 
est egalement utilise a titre de medicament destine au traitement du 
cancer, de l'inflammation, des maladies cardiaques, du diabete, des 
infections bacteriennes, des infections virales, des maladies 
neurologiques et a titre de medicament destines aux greffes. L'invention 
porte egalement sur une composition pharmaceutique caracterisee en 
ce qu'elle comprend un oligosaccharide selon l'invention et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

Enfin, l'invention concerne aussi l'utilisation d'un oligosaccharide 
selon l'invention dans l'agriculture et l'agronomie notamment pour la 
croissance et la defense des vegetaux. En effet, les oligosaccharides 
jouent un role predominant dans la symbiose Rhizobium/legumineuse. 
En effet, certains oligosaccharides provenant de l'hydrolyse de parois ou 
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de glycoproteins vegetales ou fongiques peuvent agir comme 
phytohormones ou comme eliciteurs de reactions de defenses chez les 
plantes. 

L'interet industriel du procede scion ^invention est evident car il 
5 permet pour la premiere fois d'atteindre unc production de i'ordrc du 
kilogramme d 'oligosaccharides complexes d'interet biologique. Tous les 
oligosaccharides d'interet biologique dont nous envisageons la synthese 
a Techelle industrielle ne sont actuellement disponibles qu'a Techelle du 
mg et a des cout extremement eleves (jusqu'a 1 million de franc le 
10 gramme) ; le prix de revient de ces composes produits par la presente 
voie microbiologique sont infiniment moindre. 

Des caracteristiques et avantages de la presente invention seront 
mieux mis en evidence a la lecture des exemples et des figures 
suivantes dont les legendes sont representees ci-apres. 

15 

FIGURES 



Figure 1 : Principe du procede de production du trisaccharide 4-0- 
[3-0-(2-acetamido-2deoxy-3-D-glucopyranosyl)-p-D-galacto- 
20 pyranosyl]-D-glucopyr a nose , (0-D-GlcNac-[l -> 3]-p-D-Gal-[ 1 -> 4]-D-Glc) 

Le lactose( P-D-Gal-[l-4]-p-D-Glc) est transports dans la cellule 
par la lactose permease (Lac permease). Le lactose ne peut pas etre 
hydro lyse dans la cellule car la souche est un mutant LacZ\ 
L'expression du gene IgtA permet la production de Tenzyme LgtA qui 
25 transfere un GlcNAc de lUDP-GlcNAc sur une molecule de lactose. Le 
trisacharide forme (3-D-GlcNAc-[l-3hp-D-Gal-[l-4]-p-D-Glc) est excrete 
dans le milieu. 

Figure 2 : Culture a haute densite cellulaire de la souche JM109 
temoin et de la souche JM109 (pCWlgtA) possedant le gene de la 
30 glycosyle transferase LgtA. 
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Le lactose est ajoute en continu et le lactose residuel est 
determine enzymatiquement. La concentration de GlcNAc hydrolysable 
dans le milieu de culture est mesuree colorimetriquement apres 
hydrolyse acide. Le lactose ajoute representc ia quantitc totale cumulcc 
de lactose qui a ete ajoute en continu. 

Figure 3 : Spectre de masse en mode FAB* du trisaccharide 4-0-[3- 
0-(2-acetamido-2deoxy-P-D-glucopyranosyl)-p-D-galactopyranosylJ- 
D-glucopyranose, (p-D-GlcNac-[l->3]-p-D-Gal-[l-»4]-D-Glc) puriflee du 
surnageant de culture de la souche JM109(lgtA). 

On observe les deux ions quasi-moleculaires [M+HJ* et [M+Na] + a 
m/z 546 et 568. On observe egalement un ion [M+H] + a m/z 442 qui est 
du a la presence de 3-D-GlcNAc-[l-3J-IPTG. Ceci indique que l'lPTG 
(isopropyl p-D-thiogalactose) utilise pour induire la Lac permease et 
LgtA est egalement glycosyle. 

Figure 4 : Spectre du trisaccharide 4-0-[3-0-(2-acetamido-2deoxyP- 
D-glucopyrauosyl)-p-D-galactopyranosyl]-D-glucopyranose, (P-D- 
GlcNac-[1^3]-p-D-Gal-[l-^41-D-Glc) en RMN du proton a 323°K. 

Le signal a 1,4 ppm est du aux protons du groupement isopropyl 
du derive glycosyle de 1'IPTG. 

Figure 5 : Spectre RMN du trisaccharide 4-0-[3-0-(2-acetamido- 

2deoxy-p-D-glucopyranosyl)-p-D-galactopyranosyl]-D-glucopyranose, 
(p-D-GlcNac-[1^3]-p-D-Gal-[l->4]-D-Glc). 

Figure 6: Principe du procede de production du lacto-N-neo- 
tetraose (P-D-Gal-[l-4]-p-D-GlcNAc-[l-3]-p-D-Gal-[l-4]-p-D-Glc). 

Le lactose (P-D-Gal-[l-4]-p-D-Glc) est transporte dans la cellule 
par la Lac permease. Le lactose ne peut pas etre hydrolyse dans la 
cellule car la souche est un mutant LacZ-. L'expression du gene IgtA 
permet la production de l'enzyme LgtA qui transfere un GlcNAc de 
TUDP-GlcNAc sur une molecule de lactose. Le trisaccharide forme est 
ensuite utilise comme precurseur par LgtB qui transfere une molecule 
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de galactose de lUDP-Gal pour former le lacto-N-neo-tetraose (P-D-Gal- 
[l-4]-p-D-GlcNAc-Il-3]-p-D-Gal-[l-4l-3-D-Glc). 

Figure 7 : Culture a haute densite cellulaire de la souche JM109 
(pCWlgtA, pBBlgtB). 

Culture en presence de lactose a forte (5 g.H) et a faible 
concentration (1 g.l- 1 ). 

Figure 8 : Separation sur Biogel P4 des oligosaccharides produits 
par la souche JM109 (pCWlgtA, pBBlgtB) en presence de lactose a 
une concentration initiale de 5 g.l- 1 (A) ou de 1 g.l- 1 (B). 

Les pics 1, 2, 3, 4 correspondent respectivement aux lacto-7V-neo- 
tetraose, lacto-JV-neo-hexaose, lacto-JV-neo-octaose et lacto-N-neo- 
decaose. 

EXEMPLES 

Exemple 1 : Materiels et methodes 

1.1. Origine des plasmides et souches bacteriennes 

La souche JM109 ^Escherichia coli K12 (Yannisch-Perron et al 
1984) a ete utilisee comme cellule hote pour tous les exemples de 
production d'oligosaccharides decrits. La souche a ete obtenue de la 
DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen) et son genotype est le 
suivant : F* traD36 lacfi A(lacZ)M15 proA+B+/el4-(McrA-) Aflac-proAB) 
supE44 recAl endAl gyrA96 (Nal r ) thi hsdRl 7 relAl. 

Les genes IgtA et IgtB de Neisseria meningitis MC58 ont ete fournis par 
Dr W. Wakarchuk (Institute for Biological Sciences, National Research 
council of Canada, 100 Sussex Drive, Ottawa, Ontario, K1A OR6, 
Canada) sous la forme de deux plasmides pCW, Tun contenant le gene 
IgtA (nomme ici pCWlgtA) et Tautre contenant le gene IgtB (nomme ici 
pCWlgtB). Les sequences de ces deux genes sont disponibles dans la 
banque de donnees GenBank sous le n° U25839. Le plasmide pLimus28 
a ete achete a la societe New Englands Biolabs. Le plasmid pBBRlMCS 
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a ete fourni par le Dr M. Kovach (Department of Microbiology and 
Immunology, Louisiana State University, Shreveport, LA 71130-3932, 
USA.) 

1.2. Sous-clonagcs. 

Les techniques standards de biologie moleculaire decrites par 
Sambrook et al (1989) ont ete utilisees. Le fragment d'ADN de 0,835 kb 
contenant le gene IgtB a ete obtenu par digestion du plasmide pCWlgtB 
par BamHl et Hind III. Ce fragment a ete sous-clone dans le vecteur 
pLitmus28 prealablement digere par BamHl et Mndlll pour former le 
plasmide pLitlgtB. Le fragment de 0,9 kb contenant le gene IgtB a ete 
excise du plasmid pLitlgtB par une digestion avec Xhol et Hindlll et 
sous clone dans le plasmide pBBRlMCS prealablement digere par Xhol 
et HmdIII pour former le plasmide pBBlgtB. 

1.3. Conditions de culture 

Les cultures de routine et la preparation des inocula furent 
realisees sur le milieu LB (Sambrook et al. 1989). Les cultures a haute 
densite cellulaire ont ete realisees dans un fermenteur de 2 litres 
contenant un volume initial de 1 litre de milieu ayant la composition 
suivante : glycerol (17.5 g.H) ou glucose (15 g.l ->), NH 4 H 2 P0 4 (7 g.H), 
KH 2 P0 4 (7 g.l- 1 ), MgS0 4 .7H 2 0 (1 g.H), thiamine.HCl (4.5 mg.H), 
solution d'oligo-elements (7.5 ml.H), acide citrique (0.5 g.H), KOH (2 g.l- 
l ). Le MgS0 4 est autoclave separement et la thiamine est sterilisee par 
filtration. La solution d'oligo-elements contient : nitrilotriacetate (70 
mM, pH 6.5), citrate ferrique (7.5 g.H), MnCl 2 . 4H 2 0 (1.3 g.W), CoCl 2 
6H 2 0 (0.21 g.H), CuCl 2 .2H 2 0 (0.13 g.l-'), H3BO3 (0.25 g.l-'), ZnS0 4 . 
7H 2 0 (1.2 g.l-'), Na 2 Mo0 4 .2H 2 0 (0.15 g.l»). Les antibiotiques, 
ampicilline (50 mg.l-i) et chloramphenicol (25 mg.H) sont ajoutes pour 
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s 'assurer de la presence des differents plasmides. La solution 
d 'alimentation contient du glycerol (500 g.H) ou du glucose (400 g.H), 
du MgS0 4 .7H20 (12 g.l 1 ) et de la solution d'oligo-clements (25 ml.H). 

Les cultures a haute densite cellulaire sont inoculees a 2%. 

5 Durant tout la culture, lc taux d'oxygene dissous est maintcnu a 20% 
de saturation en reglant manuellement le debit d'air et en ajustant 
automatiquement la vitesse d 'agitation. Le pH est regule 
automatiquement a 6,8 par 1'addition d'ammoniaque aqueux (15% 
p/v). La temperature est maintenue a 34°C pour la souche 

10 JM109(pCWlgtA) et a 28°C pour la souche JM109(pCWlgtA, pBBlgtB). 
La strategic de culture a haute densite comprend generalement 3 
phases : une premiere phase de croissance exponentielle qui est 
assuree par le substrat carbone (glycerol ou glucose) initialement 
present dans le milieu ; une deuxieme phase qui debute lorsque la 

is croissance devient lirnitee par la source de carbone qui est alors ajoutee 
en continu a un taux de 4,5 g.h-U- 1 de glycerol ou 3,6 g.hU 1 de 
glucose. Dans une troisieme phase, ce taux est reduit de 60 % pour 
ralentir la croissance de maniere a augmenter la teneur en 
oligosaccharides. 

20 1.4. Dosage des oligosaccharides 

Les echantillons (1 ml) sont preleves durant la culture et 
immediatement centrifuges dans des microtubes. Le surnageant est 
conserve pour le dosage des oligosaccharides extracellulaires. Le culot 
bacterien est resuspendu dans 1 ml d'eau puis est incube dans un 

25 bain-marie a 100°C pendant 30 min pour faire eclater les cellules. 
Apres une seconde centrifugation le surnageant est conserve pour le 
dosage des oligosaccharides intracellulaires. 

La concentration de lactose est mesuree en utilisant un kit de 
determination enzymatique (Roche diagnostic). Les residus iV-acetyl- 

30 glucosamine presents dans les oligosaccharides sont liberes par 
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hydrolyse acide comme precedemment decrit (Samain et al., 1997) e t 
ensuite quantifies colorimetriquement par la methode de Reissig et al., 
(1955); dans la description, on entend par GlcNAc hydrolysable, la 
quantite de GlcNAc dosce de cettc manierc. 

1.5. Purification des oligosaccharides 

A la fin de la culture, les cellules bacteriennes sont recoltees par 
centrifugation. Le surnageant est conserve pour la purification des 
oligosaccharides extracellulaires. Les cellules bacteriennes sont 
resuspendues dans 1 litre d'eau, puis sont permeabilisees par un 
traitement thermique (30 min a 100°C) pour liberer les oligosaccharides 
intracellulaires. Apres une deuxieme centrifugation ces oligosaccharides 
sont recuperes dans le surnageant. 

Le premier et le deuxieme surnageant con tenant respectivement 
les oligosaccharides extra- et intracellulaires sont adsorbes sur charbon 
actif (100 g par litre de surnageant). Apres rincage a l'eau distillee, les 
oligosaccharides sont elues avec de Tethanol a 50% (v/v), concentres 
par evaporation et lyophilises. 

Les oligosaccharides sont separes par chromatographic 
d'exclusion sterique sur une colonne (4.5 cm x 95 cm) de Biogel P4 
permettant l'injection d'environ 300 mg de melange d 'oligosaccharides. 
L'elution est realisee avec de l'eau distillee avec un debit de 40 ml.h '. 

1.6. Preparation de s allvl B-D-glucosides 

L'allyl fJ-D-galactopyranoside et l'allyl-N-acetyl-P-D-glucosaminide 
ont ete synthetises suivant le protocole decrit par Lee et Lee (1974) 

1.7. Identification et caracterisatin n structnrale des oligosaccharides 

Les spectres de masse ont ete realises avec un spectrometre de 
masse (Nermag R-1010C). Pour chaque experience le volume initial de 
matrice est de 4 pi. Us produits ont ete analyses en mode FAB*. 
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Les spectres de RMN ont ete obtenus avec un spectrometre 
Brucker AC300. 

Exemple 2 : Production du trisaccharide 4-0-[3-0-(2-acetamido- 

2deoxy-p-D-glucopyranosyl)-p-D-galactop3rranosyl]-D-glucopyranose, 

(P-D-GlcNac-[l-»3]-p-D-Gal-[l-*4]-D-Glc). 

Le principe est illustre par la figure 1. Nous avons utilise la 
souche JM 109 d' 'Escherichia coli K12 dans laquelle nous avons 
introduit le plasmide pCWlgtA gene IgtA. La souche JM109 est lacZ , 
c'est a dire qu'elle est incapable dTiydrolyser le lactose. Par contre elle 
est lacY* , ce qui signifie qu'elle peut synthetiser la lactose permease. Le 
gene IgtA code pour une p-l,3-7V-acetyl-glucosaminyl-transferase (LgtA) 
transferant une unite N-acetyl-glucosamine sur le galactose du lactose. 

La souche JM109 (pCWlgtA) ainsi que la souche temoin JM109 
ont ete cultivees a haute densite cellulaire (Samain et al, 1997) sur 
glycerol comme source de carbone et d'energie. Apres une premiere 
phase de croissance exponentielle assuree par le glycerol initialement 
present dans le milieu (17,5 g/1), la croissance devient limitee par le 
glycerol qui est alors ajoute en continu a un taux de 4,5 g.h-U-'. Durant 
cette deuxieme phase de la culture, on introduit en continu 90 mg.h-U-' 
de lactose. On injecte egalement au debut de cette phase de 11PTG 
(isopropyl-p-D-thiogalactoside) (0.5 mM] pour induire 1'expression de la 
lactose permease et de la p-l,3-W-acetyl-glucosaminyl-transferase. 
Comme decrit dans la figure 2, le lactose ajoute ne s'accumule 
pratiquement pas dans le milieu, indiquant que le lactose est bien 
internalise par les cellules bacteriennes. On observe avec la souche JM 
109 (pCWlgtA) une accumulation importante dans le milieu de culture 
d'un compose contenant de la N-acetylglucosamine (GlcNAc 
hydrolysable). La quantite de GlcNAc hydrolysable (3,8 mmole/1) 
produite correspond presque stoechiometriquement a la quantite de 
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lactose consomme (3,5 mmole/1), suggerant que la totalite du lactose 
internalise a ete glycosylee par LgtA. 

A la fin de la culture, les cellules sont eliminees par centrifugation 
et les oligosaccharides presents dans le surnageant sont purifies par 
adsorption sur charbon actif et elution a l'cthanol. Les oligosaccharides 
presents sont ensuite separes suivant leur poids moleculaire sur unc 
colonne de Biogel P4. Un seul compose majoritaire est retrouve. Les 
donnees de spectrometrie de masse et de RMN indique que ce compose 
est bien le trisaccharide (P-D-GlcNAc-[l->3]-p-D-Gal-[l->4]-p-D-Glc) 
forme par l'addition d'un residu GlcNAc sur une molecule de lactose. Le 
spectre de masse en mode FAB* montre en effet la presence d'un ion 
quasi-moleculaire (M+HJ+ a m/z 546 (figure 3). Le spectre RMN du »H 
confirme la structure trisaccharidique, la presence d'un groupement 
acetyl et la configuration p des deux liaisons O-glycosidiques (figure 4). 
Le spectre RMN du ™C precise egalement que la liaison entre la GlcNAc 
et le galactose est bien de type 1,3 (figure 5). 

Exemple 3 : Production de lacto-N-neo-tetraose et de 
polylactosamine 

Le principe est decrit sur la figure 6. La souche d'E. coli JM 109 a 
ete cotransformee avec les deux plasmides pCWlgtA et pBBlgtB portant 
respectivement les genes IgtA (utilise precedemment) et IgtB (codant 
pour une P-l,4-Galactosyl-transferase appele LgtB). La souche JM109 
(pCWlgtA,pBBlgtb) a ete cultivee a haute densite cellulaire en utilisant 
le glucose comme substrat de croissance. Au debut de la deuxieme 
phase on ajoute du lactose a forte (5 g.H) ou a faible concentration (1 
g.l- 1 ) et de l'IPTG a 0.1 mM. Contrairement a ce qui avait ete observe 
avec la souche JM109 (pCWlgtA), on ne detecte, lors de la culture de 
cette souche, qu'une faible liberation de GlcNAc hydrolysable dans le 
milieu. En revanche, on retrouve de la GlcNAc hydrolysable en quantite 
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importante dans la bacterie (figure 7). Lorsque 1'apport de lactose est de 
1 g.W, on observe une internalisation complete du lactose (2,9 mmole.l- 
l ) et une production totale de GlcNAc lie de 1,45 g.W (6,5 mmole.W) soit 
incorporation de plus de deux molecules dc GlcNAc par molecule de 

5 lactose acceptrice. Quand lc lactose est ajoute a forte concentration, 
Tinternalisation est incomplete (3 g.W soit 8.7 mmole.W) avec une 
production de GlcNAc egalement d 'environ 6,5 mmole- 1 . Dans ce cas le 
rapport molaire GlcNAc / lactose est proche de 1, ce qui est coherent 
avec la synthese de lacto-N-neo-tetraose. 

10 La purification de la fraction oligosaccharidique intracellular a 

permis d'obtenir plusieurs composes principaux qui sont bien separes 
par chromatograhie sur Biogel P4. Les donnees de spectrometrie de 
masse et de RMN indiquent que ces composes correspondent aux 
structures suivantes : lacto-iV-neo-tetraose [M+H]+ = 708 ; lacto-N-neo- 

15 hexaose [M+H] + = 708 ; lacto-W-neo-octaose, (M+Na]+ - 1460 et 
probabiement lacto-7V-neo-decaose. Les proportions respectives de ces 
differents composes dependent de la quantite de lactose ajoutee . Ainsi 
avec 5 g.W de lactose le produit majoritaire est le lacto-N-neo-tetraose 
(figure 8A ). Par contre un apport de lactose plus faible (1 g.W) favorise 

20 la formation de composes de plus haut degre de polymerisation, le 
lacto-N-neo-octaose devenant majoritaire (figure 8B). 

La formation de polylactosamines homologues superieurs du 
lacto-iV-neo-tetraose s'explique par le fait que LgtA est capable d'utiliser 
le lacto-N-neo-tetraose pour former un pentasaccharide intermediaire 

25 qui est glycosyle par LgtB pour donner du lacto-N-neo-hexaose. Ce 
dernier est lui meme precurseur pour un nouveau cycle de glycosylation 
aboutissant a la formation de lacto-N-neo-octaose et ainsi de suite 
jusqu'au lacto-N-neo-decaose. 

On n 'observe pas la formation significative d'oligosaccharides a 

30 nombre de residus impair et portant un galactose en position terminale 
non reductrice. Ceci indique que l'elongation des molecules est limitee 
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par 1'incorporation du GlcNAc par LgtA et non pas par la galactosylation 
catalysee par LgtB. 

Exemple 4 : Production de l'allyl 3-0-(2-acetamido-2deoxy-p-D- 
glucopyranosyl)-p-D-galactopyranoside, (p-D-GlcNAc-[l-»3]- p-D-Gal- 
1-^O-aUyl) 

La souche JM109(pCWlgtA) a ete cultivee a haute densite 
cellulaire sur glycerol. Au debut de la deuxieme phase de culture, on 
ajoute 0,75 g.H d'allyl-p-D-galactopyranoside et 0,1 mM d'IPTG. On 
observe une internalisation totale de l'allyl-p-D-galactopyranoside au 
bout de 9 h avec une apparition stoechiometrique de GlcNAc 
hydrolysable dans le milieu extracellulaire. Les oligosaccharides 
presents dans le milieu extracellulaire sont purifies comme dans 
l'exemple 2. Le spectre de masse en mode FAB* du produit majoritaire 
obtenu montre la presence d'un ion quasi-moleculaire [M+H] + a m/z 
424 correspondant a la structure P-D-GlcNAc-[l->3]- p-D-Gal-A^O- 
allyl. 

Exemple 5 : Production du P-D-Gal-[l->4]-p-D-GlcNAc-l->0-allyl 

La souche JM109 (pBBlgtB) a ete cultivee a haute densite 
cellulaire sur glycerol. Au debut de la deuxieme phase de culture, on 
ajoute 0,5 g.W d'allyl-iV-acetyl-p-D-glucosaminide (P-D-GlcNAc-1- 
>Oallyl). On observe pendant les 5 premieres heures une diminution 
d'environ 30% de la quantite de GlcNAc hydrolysable extracellulaire, ce 
qui demontre une internalisation partielle d'allyl-iV-acetyl-p-D- 
glucosaminide. Parallelement on observe une production intracellulaire 
presque stoechiometrique de GlcNAc hydrolysable et de residus 
galactose lies en p (hydrolysables par la p-galactosidase) . Ces resultats 
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demontrent que 30% de Pallyl-JV-acetyl-p-D-glucosaminide initialement 
ajoute a ete galactosyl^ par Tactivite encodee par le gene IgtB. Apres 
purification, la structure du compose attendu (P-D-Gal-(l->4j-p-D- 
GlcNAc-l->0-allyl) a ete confirmee par spectrometrie de masse et RMN. 

5 

Exemple 6 : Production d'analogues du lacto-N-neo-tetraose et de 
polylactosamines dans lesquels le residu glucose est remplace par 
un groupement allyl 

La souche JM109 (pCWlgtA et pBBlgtB) a ete cultivee 
io comme dans Texemple 3 sauf que Tapport de lactose a ete remplace par 
Taddition de 0,65 g.l* 1 d'allyl-p-D-galactopyranoside. Apres purification 
selon le protocole de Texemple 3, on obtient 3 composes principaux. Les 
donnees de spectrometrie de masse indiquent que ces trois composes 
correspondent aux tri-, penta- et hepta-saccharides suivants : 
15 p-D-Gal-[l->41-p-D-GlcNAc-(l->3|-P-D-Gal-l->0-allyl, (M+H) - 586; 

p-D-Gal-[l->4]«p»D-GlcNAc-[l->3]-p-D-Gal-(l->4]-p-D-GlcNAc-(l->3|-p- 
D-Gal-l->0-allyl, [M+H] » 951; 

p-D-Gal-[ l->4)-p-D-GlcNAc-[ l->3]-p-D-Gal-[ 1->4]-P-D-G1cNAc-[ l->3]-p- 
D-Gal-[l->4]-p-D-GlcNAc-[l->31-P-D-Gal-l->0-allyl f (M+H) = 1316; 
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REVENDICATIONS 



1. Procede de production d'un oligosaccharide d'interet par unc 
s cellule a partir d'au moins un precurseur exogene, lcdit precurseur 
intervenant dans la voie de biosynthese dudit oligosaccharide, ledit 
procede comprenant les etapes de : 

i) Obtention d'une cellule qui : 

• comprend au moins un gene codant pour un enzyme capable 
io d'effectuer une modification dudit precurseur exogene ou de l'un des 
intermediaires de la voie de biosynthese dudit oligosaccharide a 
partir dudit precurseur exogene, necessaire a la synthese dudit 
oligosaccharide a partir dudit precurseur, ainsi que les elements 
permettant l'expression dudit gene dans ladite cellule, 
15 • est depourvue d'activite enzymatique susceptible de degrader ledit 
oligosaccharide, ledit precurseur et lesdits intermediaires ; 

ii) Mise en culture de ladite cellule en presence d'au moins undit 
precurseur exogene, dans des conditions permettant 
l'internalisation dudit precurseur exogene par ladite cellule et 

20 la production dudit oligosaccharide par ladite cellule. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que ladite 
cellule comprend en outre au moins un gene codant pour un enzyme 
capable d'effectuer une modification d'un precurseur endogene 
intervenant dans la voie de biosynthese dudit oligosaccharide, ledit 

25 enzyme etant identique ou different de l'enzyme selon la revendication 
1, ainsi que les elements permettant l'expression dudit gene dans ladite 
cellule et caracterise en ce que ladite cellule est depourvue d'activite 
enzymatique susceptible de degrader ledit precurseur. 

3. Procede selon les revendications 1 et 2 caracterise en ce que 
30 ladite cellule est une cellule choisie parmi les bacteries et les levures. 
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4. Procede selon la revendication 3 caracterise en ce que la 
cellule est une bacterie, de preference de type Escherichia coli. 

5. Procede selon Tune des revendications 1 a 4 caracterise en 
ce que ladite modification est choisie parmi la glycosylation, la 
sulfatation, 1'acetylation, la phosphorylation, la succinylation, la 
methylation, 1'addition d'un groupement enolpyruvate. 

6. Procede selon Tune des revendications 1 a 5 caracterise en 
ce que ledit enzyme est un enzyme capable d'effectuer une glycosylation 
choisi parmi les glycosyl-transferases. 

7. Procede selon la revendication 6 caracterise en ce que ledit 
enzyme est une glycosyl- transferase choisie parmi la p-l,3-N-acetyl- 
glucosaminyl-transferase, la P- 1 ,4-galactosyl-transferase, l'a- 1 ,3- 
galactosyl transferase Tot- 1 ,4-galactosyl-transferase, r<x-2,3-sialyl- 
transferase, l'a- 1 ,3-fucosyl-transferase. 

8. Procede selon Tune des revendications 1 a 7 caracterise en 
ce que ladite mise en culture cellulaire est effectuee sur un substrat 
carbone. 

9. Procede selon la revendication 8 caracterise en ce que ledit 
substrat carbone est choisi parmi le glycerol et le glucose. 

10. Procede selon Tune des revendications 8 et 9 caracterise en 
ce que ladite mise en culture est effectuee dans des conditions 
permettant l'obtention d'une culture a haute densite cellulaire. 

11. Procede selon la revendication 10 caracterise en ce que 
ladite etape de mise en culture comprend : 

a) - une premiere phase de croissance cellulaire exponentielle 
assuree par ledit substrat carbone; 

b) - une seconde phase de croissance cellulaire limitee par ledit 
substrat carbone qui est ajoute de maniere continue ; 

c) - une troisieme phase de croissance cellulaire ralentie obtenue 
en ajoutant de maniere continue dans la culture une quantite 
dudit substrat diminuee par rapport a la quantite de substrat 
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ajoutee a 1'etape b) de fagon a augmenter la teneur en 
oligosaccharides produits dans la culture a haute densite 
cellulaire. 

12. Procede scion la revendication 11 caracterise cn ce que la 
quantite de substrat ajoute dc maniere continue dans la culture 
cellulaire au cours de ladite phase c) est diminuee d'au moins 30%, de 
preference 50%, de maniere preferee 60% par rapport a la quantite de 
substrat ajoute de maniere continue lors de ladite phase b). 

13. Procede selon l'une des revendication s 1 1 ou 12 caracterise 
en ce que ledit precurseur est ajoute lors de la phase b). 

14. Procede selon l'une des revendications 1 a 13 caracterise en 
ce que ledit precurseur est de nature glucidique, de preference de 
nature oligosaccharidique. 

15. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 14 
caracterise en ce que ledit precurseur est internalise selon un 
mecanisme de transport passif. 

16. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que 
ledit precurseur est un monosaccharide dont le carbone anomere est lie 
a un groupement alkyl. 

17. Procede selon la revendication 16 caracterise en ce que ledit 
groupement alkyl est un allyl. 

18. Procede selon Tune quelconque des revendications 15 a 17 
pour la production du (p-D-Gal-[l-^4]-p-D-GlcNac-1^0-allyl) 
caracterise en ce que : 

• ladite cellule est une bacterie de genotype LacZ- ; 

• ledit enzyme est la |3- 1 ,4-galactosyl-transferase ; 

• ledit substrat est le glycerol ; 

• ledit precurseur est l'allyl-N-acetyl P-D-glucosaminide (3-D- 
GlcNac-l->0-allyl). 
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19. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 14 
caracterise en ce que ledit precurseur est internalise selon un 
mecanisme de transport actif. 

20. Procede selon la revendication 19 caracterise en ce que ledit 
5 precurseur est lc lactose. 

21. Procede selon la revendication 19 caracterise en ce que ledit 
precurseur est choisi dans le groupe compose : 

• de p-galactosides naturels ou synthetiques, de preference dans le 
4-O-p-D-galactopyranosyl-D-fructofuranose (lactulose), le 3-O-p- 

io D-galacto-pyranosyl-D-arabinose, l'allyl-p-D-galactopyranoside ; 

• d'a-galactosides, de preference le melibiose, le raffinose ; 

• de saccharose. 

22. Procede selon les revendications 20 et 21 caracterise en ce 
que ledit transport actif dudit precurseur est realise par la lactose 

is permease. 

23. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 22 
caracterise en ce que ladite cellule est depourvue d'activite enzymatique 
susceptible de degrader ledit precurseur. 

24. Procede selon la revendication 23 caracterise en ce que ladite 
20 cellule a un genotype LacZ\ 

25. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 24 
caracterise en ce qu'il comprend en outre Taddition d'un inducteur dans 
ledit milieu de culture pour induire l'expression dans ladite cellule 
dudit enzyme et/ou d'une proteine impliquee dans ledit transport actif. 

25 26. Procede selon la revendication 25 caracterise en ce que ledit 

inducteur est Tisopropyl p-D-thiogalactoside (IPTG) et ladite proteine est 

la lactose permease. 

27. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 26 

pour la production du trisaccharide 4-0-[3-0-(2-acetamido-2deoxy-p-D- 
30 glucopyranosyl)-(3-D-galactopyrajnosyl]-D-glucopyranose, (p-D-GlcNac- 

[1^3]-p-D-Gal-[l->4]-D-Glc) caracterise en ce que : 
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• ladite cellule est une bacterie de genotype LacZ-, LacY* ; 

• ledit enzyme est la p- 1 ,3-N-acetyl-glucosaminyl-transferase ; 

• ledit substrat est le glycerol ; 

• ledit inducteur est l'isopropyl p-D-thiogalactoside (IPTG) ; 

• ledit precurseur est le lactose. 

28. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 26 
pour la production du lacto-N-neo-tetraose et de polylactosamine (lacto- 
N-neo-hexaose, lacto-N-neo-octaose, lacto-N-neo-decaose) caracterise 
en ce que : 

• ladite cellule est une bacterie de genotype LacZ-, LacY* ; 

• lesdits enzymes sont la P-l,3-N-acetyl-glucosaminyI-transferase 
et la P-l,4-galactosyl-transferase ; 

• ledit substrat est le glucose ; 

• ledit inducteur est l'isopropyl p-D-thiogalactoside (IPTG) ; 

• ledit precurseur est le lactose. 

29. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 26 
pour la production de l'allyl 3-0-(2-acetamido-2deoxy-p-D- 
glucopyranosyl)-P-D-galactopyranoside, (p-D-GlcNac-1 1 -»3]-p-D-Gal- 
l->0-allyl) caracterise en ce que : 

• ladite cellule est une bacterie de genotype LacZ-, LacY* ; 

• ledit enzyme est la p- 1 ,3-N-acetyl-glucosaminyl-transferase ; 

• ledit substrat est le glycerol ; 

• ledit inducteur est l'isopropyl p-D-thiogalactoside (IPTG) ; 

• ledit precurseur est l'allyl-p-D-galactopyranoside. 

30. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 26 
pour la production d'analogues du lacto-N-neo-tetraose et de 
polylactosamines dans lesquels le residu glucose est remplace par un 
groupement allyl caracterise en ce que : 

• ladite cellule est une bacterie de genotype LacZ-, LacY* ; 
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• lesdits enzymes sont la p-l,3-N-acetyl-glucosaminyl-transferase 
et la p-l,4-galactosyl-transferase ; 

• ledit substrat est le glucose ; 

• ledit inducteur est Pisopropyi P-D-thiogalactosidc (IPTG) ; 
5 • ledit precurseur est l'allyl-P-D-galactopyranoside. 

31. Procede selon les revendications 1 a 30 de production 
d 'oligosaccharide marque par au moins un isotope caracterise en ce que 
ladite cellule est cultivee sur ledit substrat carbone marque par ledit 
isotope et/ou en presence d'undit precurseur marque par ledit isotope. 
10 32. Oligosaccharide susceptible d'etre obtenu par un procede 

selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 1 . 

33. Oligosaccharide susceptible d'etre obtenu par un procede 
selon Tune quelconque des revendications 18, 21, 29 et 30, caracterise 
en ce que la double liaison du groupement aliyl dudit oligosaccharide 

15 est modifiee chimiquement par les reactions d'addition, d'oxydation ou 
d'ozonolyse pour former des oligosaccharides actives utilisables pour la 
synthese chimique de glycoconjugues ou de glycopolymeres. 

34. Oligosaccharide selon la revendication 32 ou 33 a titre de 
medicament. 

20 35. Oligosaccharide selon la revendication 34 a titre de 

medicament destine a empecher selectivement l'adhesion de molecules 
biologiques. 

36. Oligosaccharide selon la revendication 34 a titre de 
medicament destine au traitement du cancer, de rinflarnmation, des 

25 maladies cardiaques, du diabete, des infections bacteriennes, des 
infections virales, des maladies neurologiques, des greffes. 

37. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle 
comprend un oligosaccharide selon Tune quelconque des revendications 
34 a 36 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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38. Utilisation d'un oligosaccharide selon la revendication 32 ou 
33 dans I'agriculture et l'agronomie notamment pour la croissance et la 
defense des vegetaux. 
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